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研究成果の概要（和文）：ダイニンは，多種多様な細胞運動のエンジンとしてはたらく巨大モータータンパク質複合体
である．しかし，このエンジン自身がどのような仕組みで動いているのかという根本的な問いについては，半世紀近い
研究にもかかわらず，多くの未解明問題が残されている．研究代表者らは，ダイニンモータードメインの2.8Å分解能
でのX線結晶構造解析を達成し，長年待ち望まれてきたダイニン中核領域の原子構造を明らかにすることに成功した．
得られた結晶構造は，今後のダイニンメカニズム研究における重要基盤となるだろう．
研究成果の概要（英文）：Dyneins are huge microtubule-based motor complexes that power a wide variety of bi
ological processes within eukaryotic cells, including cell division, cell migration, and the intracellular
 trafficking. However, the mechanism by which dynein generates force and movement still remains unclear. H
ere we have determined the crystal structure of the 380-kDa motor domain of Dictyostelium cytoplasmic dyne
in at 2.8-A resolution. This long sought crystal structure, together with the results of our EM and functi
onal analyses, provides a framework for understanding the mechanism underlying dynein-based motility.
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１．研究開始当初の背景 
本研究課題は，いまだに謎に包まれている巨
大分子モーター複合体「細胞質ダイニン」の
運動機構を構造生物学的アプローチにより
明らかにすることを目指すものである． 
ダイニンは，ATP 加水分解で得られたエネ
ルギーを利用して微小管上を滑り運動する
巨大な蛋白質複合体である．私たちの細胞内
では，細胞内物質輸送，細胞分裂，細胞移動，
鞭毛・繊毛運動など生命活動の基盤となる運
動発生に必須の役割を果たすことが明らか
にされてきた．しかし，ダイニン自身がどの
ような分子メカニズムで動いているのかと
いう根本的な問いについては，半世紀近い研
究にもかかわらず，多くの未解決問題が残さ
れており，その解明は生物物理学・細胞生物
学分野の重要な研究課題のひとつである． 
ダイニンのメカニズム研究を困難にして
きた主要因は，1,000 kDa を超える分子とし
ての巨大さと，多数のサブユニットからなり
複数の ATP 加水分解部位を内包するといっ
た分子としての複雑さである．より小型な細
胞骨格系分子モーターであるミオシンやキ
ネシンに比べ，ダイニンのメカニズム研究は
大きく遅れており，その運動機構は長い間謎
に包まれてきた． 
しかし近年，ブレークスルーとなる 3 つの
重要な技術的進展が報告され，ダイニン研究
は急展開を迎えつつある．第一の進展は電子
顕微鏡観察技術の向上により，ダイニンのヌ
クレオチド依存的な 2つの構造状態が検出さ
れ，ダイニン運動機構を構造面から研究する
手掛かりが得られたことである  (Burgess 
Nature 2003)．第二の進展は，１分子計測技
術の進歩により，ダイニンの微小管上の運動
追跡が時空間的に高分解能で可能となった
ことが挙げられる  (Toba PNAS 2006, 
Reck-Peterson Cell 2006, Gennerich Cell 
2007)．第三の技術進展は，運動機構解明に
必須なダイニンの遺伝子組換え発現系が，世
界に先駆けて申請者らにより確立され，従来
不可能であった分子解剖的アプローチによ
るメカニズム研究が可能となったことであ
る (Kon Nature Struct. Mol. Biol. 2005, 
Kon Nature Struct. Mol. Biol. 2009など)． 
このような技術的進展により，ダイニンの
運動機構研究は，構造と機能の両面からのア
プローチが可能な，新たな段階に入ったとい
えよう．また、組換え発現系によりダイニン
の取り扱いが容易となったことで，複数の欧
米研究グループがダイニンの運動機構研究
に参入を開始しており，国際的な激しい競合
が予想される状況にあった． 
 
２．研究の目的 
ダイニンの運動機構を明らかにするために
は，構造と機能の両面からのアプローチが重
要である．しかし，ダイニンの構造について
のわたしたちの知見は，主にネガティブ染色
電子顕微鏡像に依存しているのが現状であ
り，運動機構を議論するためには信頼性及び
空間分解能が不十分であった．したがって研
究開始時点での最重要研究課題のひとつは，
ダイニンの構造的特徴及び，ATP 加水分解過
程における構造変化を高空間分解能で明ら
かにすることにあった．本研究では，これま
でのダイニン研究の成果を基盤とし，X 線結
晶構造解析と電子顕微鏡像解析を相補的に
利用することでこの課題を達成することを
目標とした．具体的な目標を以下に示す． 
(1) ダイニンの構造情報を X 線結晶構造解析
法により高空間分解能で得る．研究代表者は，
科研費若手研究(A)「ダイニンの構造解析に基
づいた，AAA 型分子モーター作動機構の解
明」（H20-H22）の中核課題として，ダイニ
ン MD（運動活性を発揮する最小単一ポリペ
プチド鎖；分子量 38 万）の結晶化とその X
線構造解析を重点的に進めてきた．その結果，
最初の構造決定まであと一歩という段階ま
で研究を進展させることに成功している．本
研究では，現状の電子密度マップを改良し，
ダイニン MD の結晶構造を 3.5 Å 以上の高分
解能で決定することで，ダイニンの運動機構
解明のための構造的基盤を得ることを目標
とする． 
(2)ダイニンの構造変化をクライオ電子顕微
鏡再構成法で捉える．ダイニンの X 線結晶構
造解析を補完するために，構造解析のもうひ
とつのアプローチであるクライオ電子顕微
鏡像再構成法を採用する．本研究の目標は，
ダイニンの ATP 加水分解過程における力と
変位を生み出す構造変化を捉えることであ
る．  
 
３．研究の方法 
(1) ダイニンの構造情報を X 線結晶構造解析
により高空間分解能で得る．本研究では，ダ
イニン MD の原子分解能 (3.5 Å 分解能) で
の構造解析を行うことが目標である．研究代
表者は，この目標を達成する過程のうち，次
の技術的に困難なステップを既に乗り越え
ている：ダイニン MD の細胞性粘菌
Dictyostelium discoideum を発現系として
用いた大量発現・精製系の構築，ダイニン
MD の結晶化，3.2 Å 空間分解能の回折デー
タ収集，初期位相の決定．しかし，現在得ら
れている電子密度マップの質は十分ではな
いため，ダイニン MD の信頼性の高い構造モ
デルを構築するのは困難である．そこで本研
究では，以下に述べる複数のアプローチによ
り電子密度の改良を行い，達成され次第，ダ
イニン MD の詳細な構造解析を行うことを
計画した． 
電子密度マップを改良するためには，より
高空間分解能の回折データを取得し，より正
確に位相を決定することが重要である．高分
解能回折データを取得する目的では，ダイニ
ン MD のさらなる精製，結晶化条件検討，脱
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水処理等の結晶化後処理検討，結晶のクライ
オ凍結条件検討および，大型放射光施設にお
ける結晶への放射線損傷を抑制したデータ
収集法の検討を並行して行った．また，正確
な位相情報を決定するために，研究代表者ら
が独自に開発した細胞性粘菌発現系におけ
るセレノメチオニン（SeMet）導入法の適用
を試みた．本プロジェクトにおける X 線回折
データ収集には，SPring-8 の大阪大学蛋白質
研究所専用ビームライン(BL-44XU)及び，高
エネルギー加速器研究機構の大型放射光施
設を利用した． 
(2) ダイニンの構造変化をクライオ電子顕微
鏡再構成法で捉える．本研究では，ダイニン
MD を ATP 加水分解過程のさまざまな中間
状態にトラップし，その構造をクライオ電子
顕微鏡像再構成法で明らかにする．研究代表
者は，ダイニン MD 変異体の ATP 加水分解
反応の解析から，ダイニン ATP 加水分解サ
イクルを，結合ヌクレオチドがない状態，
ATP 結合状態，ADP+Pi 結合状態，ADP 結
合状態にトラップする変異体あるいはヌク
レオチドアナログを同定しており  (Kon 
Biochemistry 2004; Mogami JBC 2006; 
Imamula PNAS 2007)，本研究ではこれらの
条件を利用した．本研究は，海外共同研究者
である Stan Burgess 博士（英国 Leeds 大学）
との共同研究により遂行した．具体的には，
ダイニン MD 二量体の設計・発現・精製は研
究代表者が行い，電子顕微鏡解析は Burgess
研が行った． 
 
４．研究成果 
(1) ダイニン MD の 4.5 Å 分解能での結晶構
造解析 
ダイニンは，その巨大さと構造的柔軟さから，
従来結晶化がきわめて困難であるとされて
きた．しかし申請者は，約 3 万条件のスクリ
ーニングを経てダイニン MD の単結晶を得
ることに成功していた．また，さまざまな条
件検討により結晶の回折能を大幅に改良し，
空間分解能 3.2 Å のデータセットを再現良く
取得できる状況にあった．しかし，新規構造
を持つダイニン MD の構造解析を成功させ
るためには，“位相問題”を解決する必要が
あった． 
そこで本研究課題では，結晶の同型性と回
折能を維持した状態で十分な位相情報を与
える重原子導入条件の探索から研究を開始
した．ダイニン MD は巨大タンパク質である
ため，有効な重原子誘導体を得ることが非常
に困難であったが，約 1 年間の検討の結果，
タングステンクラスターとタンタルクラス
ターを導入した誘導体が位相決定に有用で
あることを見出した．この位相情報を基に構
造解析を進めた結果，ダイニン MD 全体につ
いて 4.5 Å 分解能での結晶構造を得ることに
成功した． 
本構造解析で明らかになったのは，3,300
アミノ酸残基におよぶ長大なダイニン MD
の主鎖構造の折り畳み様式である．ダイニン
MD を構成する主要ドメイン―ATP 加水分
解を担う「リング」，微小管結合をつかさど
る「ストーク」，そして力発生レバーである
「リンカー」の主鎖構造が明らかになったこ
とは重要である．また本研究では，従来の電
子顕微鏡解析では検出されなかった新たな
コイルドコイル構造を見出し，“ストラット”
と命名した．この構造は，微小管結合ストー
クと ATP 加水分解リングの間を橋渡しして
いるため，ダイニンのモーター活性発揮に重
要な役割を担うと推測された．本研究成果は，
Nature Structural & Molecular Biology 誌
に掲載され，同誌の News & Views に取り上
げられるなど一定の評価を得た．  
 
(2) ダイニン MD の 2.8 Å 分解能での結晶構
造解析 
研究成果(1)は，モーター活性を維持した完全
長のダイニン MD について，初めて主鎖レベ
ルの 3次元構造を明らかにしたという点で大
きな進展と言えるだろう．しかし，ダイニン
の運動機構を原子レベルで議論するために
は，より高分解能の構造解析が必要である． 
本研究では，まず，ダイニン MD の発現コ
ンストラクト，組換えダイニンの発現・精製
条件，結晶化，結晶化後処理，回折データ収
集などについてさらなる網羅的な検討を行
うことで，2.8 Å 分解能の X 線回折データを
取得することに成功した．次に，研究代表者
らが独自に開発した細胞性粘菌発現系での
セレノメチオニン導入法を適用することで，
良好な位相情報を取得することにも成功し
た．その結果，2.8 Å 分解能での結晶構造解
析を達成し，長年にわたり待ち望まれてきた
各アミノ酸残基レベルで運動メカニズムを
議論することが可能なダイニン MD の原子
モデルを得ることに遂に成功した． 
本構造解析によりもたらされた重要知見
としては，ATP 加水分解「リング」とエネル
ギー源である ATP/ADP 分子との結合様式が
原子レベルで明らかになったことが挙げら
れる．また，ATP 加水分解を力発生に変換す
るうえで重要であると考えられる構造―力
発生ユニット「リンカー」や微小管結合ユニ
ット「ストーク」と ATP 加水分解「リング」
をつなぐ構造―が原子レベルで明らかにな
ったことも重要である．これらの構造的知見
は，今後のダイニン運動機構研究の重要基盤
となるだろう．本研究成果は，Nature 誌に
掲載され，Nature Structural & Molecular 
Biology 誌の News & Views に取り上げられ
るなど一定の評価を得た． 
 
(3) ダイニンMDのATP加水分解に伴う構造
変化のクライオ電子顕微鏡による解析 
研究成果(1)および(2)におけるダイニン MD
の結晶構造解析は，ADP 結合状態，すなわち
「力を発生した後」の構造を対象としたもの
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である．ダイニンの運動機構を理解するため
には，ATP 加水分解過程の各中間状態，特に
「力を発生する前」の構造を明らかにする必
要がある． 
しかし，本研究課題では，後者の結晶化に
は成功しなかったため，信頼性の高いクライ
オ電子顕微鏡再構成法を用いて「力発生前・
後」の両方の中間状態の構造解析を試みた．
その結果，ダイニン MD の ATP 加水分解過
程における構造変化を低分解能ながら明ら
かにすることに成功した．また，研究成果(2)
で得られた原子構造と統合することで，力発
生ユニット「リンカー」の力を生み出す構造
変化を，原子レベルでモデル化することがで
きた． 
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